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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ Р Е А К Ц И И 
Д Л Я ДИАГНОСТИКИ НАСЛЕДСТВЕННОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ 
АЛЬФА ι - АНТИТРИПСИНА 
Проведено сравнение трех различных методов ДНК-диагностики наследственной недо-
статочности альфа\-антитрипсина (AT), основанных на анализе Z-мутации во фрагменте 
экзона V гена AT, амплифицированного в полимеразной цепной реакции (ПЦР). Пока-
зано, что методы гибридизации с аллель-специфическими олигонуклеотидами, альтер-
нативного праймирования и прямого секвенирования выявляют гетеро- и гомозиготное 
носительство Z-аллеля и могут быть использованы для пренатальной диагностики на-
следственной недостаточности AT. 
Введение. Наследственная недостаточность AT встречается с частотой 
1/1000—1/2000 в популяциях людей белой расы в Северной Америке 
и Европе [1, 2]. В подавляющем большинстве случаев заболевание 
обусловлено единичной аминокислотной заменой в позиции 342Glu^Ly s 
полниептидпой цепи AT [1, 2]. У 15—17% носителей этой мутации 
(Z-аллеля) наблюдается развитие в детском возрасте гепатита и про-
грессирующего цирроза почени, но в большинстве случаев в более 
позднем возрасте развивается первичная эмфизема легких [2, 3]. З а 
последнее время накоплен большой опыт пренатальной диагностики AT 
[2—6]. Однако не все использованные при этом методы представляют-
ся адекватными. Так, исследование полиморфизма длин рестрикцион-
иых фрагментов, неравновесно сцепленного с Z-аллелем гена AT, ха-
рактеризовалось рядом существенных ограничений, связанных, в пер-
вую очередь, с необходимостью предварительного скрининга популяции, 
© А. Л. Ш В А Р Ц М А Н , А. КОВАЛЬСКАЯ, М. И. СТРАХОВА, В. С. ГАЙЦХОКИ, 1991 
20 ISSN 0233-7657. БИОПОЛГ1МЕРЫ, И КЛЕТКА. 1991. Т. 7. Jfe 3 20 
неполной информативностью при семейном анализе, артефактами 
вследствие неполного переваривания Д Н К рестрикционными эндо-
нуклеазами [5]. Прямая гибридизация аллель-специфических олиго-
нуклеотидов с тотальными препаратами геномной Д Н К характеризует-
ся низкой чувствительностью, а также недостаточной репродуцибель-
ностью и специфичностью [4]. В последние годы прогресс пренаталыюй 
ДНК-диагностики наследственных болезней обусловлен развитием ме-
тода П Ц Р , позволяющего анализировать непосредственно фрагмент 
Рис. 1. Блот-гибридизация амплифицированного фрагмента экзона V гена AT с M- и 
Z-специфичными олигонуклеотидами. Амплифицированную Д Н К после электрофореза 
в 2 %-ной агарозе переносили на две различные мембраны. Мембраны гибридизовали 
раздельно с M- и Z-пробами 
Рис. 2. Анализ амплифицированного фрагмента экзона V гена AT методом альтерна-
тивного праймирования. Продукт П Ц Р анализировали электрофорезом в 2 %-ной ага-
розе. Д о р о ж к и содержат продукт амплификации 220 н. п., фрагмент 150 н. п., получен-
ный при альтернативном праймировании 
гена, несущий мутацию, без его предварительного клонирования [2, 6]. 
Сравнительный анализ этих методов диагностики недостаточности AT 
был проведен в настоящей работе. 
Материалы и методы. Д Н К лейкоцитов здоровых доноров и боль-
ных с недостаточностью AT выделяли по методу [5]. П Ц Р проводили 
в объеме 50 мкл, содержащем 1 мкг геномной Д Н К , 0,5 мМ dNTP, 
67 мМ трис-HCl (рН 8,8), 16,6 мМ (NH 4 ) 2 SO 4 , 6,7 мМ MgCl 2 , 10 мМ 
2-меркаптоэтанол, 6,7 мкМ ЭДТА и 100 пмоль олигонуклеотида. При 
альтернативном праймировании концентрация dNTP была снижена до 
0,2 мМ. При асимметричном праймировании концентрации олиго-
нуклеотидов соответствовали 0,5 и 50 пмоль. Образцы Д Н К денатури-
ровали 5 мин при 100°С, охлаждали во льду 30 с, после чего добавляли 
1 ед. Taq-иолимеразы. Реакцию проводили в следующем режиме: 
а) амплификация Д Н К для аллель-специфической гибридизации и сек-
венирования — денатурация (94 °С, 1,5 мин), отжиг с олигонуклеотида-
ми (58 °С, 2 мин), синтез цепи (68 °С, 2,5 мин); б) амплификация Д Н К 
при альтернативном праймировании (94 °С, 1,1 мин), отжиг и синтез 
(61 °С, 4 мин). Нуклеотидную последовательность Д Н К определяли по 
методу Сэнджера для фрагментов Д Н К , полученных при асимметрич-
ном праймировании [7]. Все олигонуклеотиды синтезированы в Н П О 
«Вектор» (Новосибирск), Γα^-полимераза любезно предоставлена со-
трудником Ленингр. ин-та ядер, физики О. А. Кабоевым. Аллель-спе-
цифическую гибридизацию с амплифицированным фрагментом Д Н К 
проводили по методу [6]. 
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Результаты и обсуждение. Д л я амплификации фрагмента Д Н К , 
содержащего мутацию, использовали олигонуклеотиды, ограничиваю-
щие площадку П Ц Р от позиции 9 890 внутри интрона IV до позиции 
10 109 в экзопе V гена AT 
5'd (TGTCCACGTGAGCCTTGCTCGAGGCCTGGG) 
и 5'd (GAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAG). 
После электрофорегического разделения в 2 %-пой агарозе фрагмент 
переносили по стандартной процедуре [8] на Z-мембрану («Віо-Rad», 
США) и гибридизовали с меченными 3 2 P-ATO по 5 '-концам олиго-
нуклеотидами 5'd (ACCATCGACGAGAAAGGGACT) — М-проба и 5'd 
(ACCATCGACAAGAAAGGGACT) — Z-проба. После удаления неспеци-
фически сорбированной метки при 37 °С проводили отмывки при 63 и 
61 °С соответственно для M- и Z-проб. Результаты гибридизационных 
экспериментов представлены на рис. 1. Высокая специфичность метода 
позволяет достаточно надежно дифференцировать гетеро- и гомозигот-
ное посительство Z-аллеля. Незначительная интенсивность неспецифи-
ческого гибридизационного сигнала является следствием увеличения 
времени экспозиции при авторадиографии и практически не влияет на 
трактовку результатов. При использовании данного метода не требует-
ся проведения семейного анализа, а необходимы лишь маркерные Д Н К 
(MM-, MZ- и ZZ-варианты). 
В 1989 г. был предложен метод «альтернативного праймирования» 
для поиска точечных мутаций с помощью П Ц Р [8]. Он основан на обя-
зательном комплементарном спаривании З'-концевого нуклеотида прай-
мера и соответствующего нуклеотида Д Н К для прохождения П Ц Р . При 
единичных нуклеотидных заменах П Ц Р на мутантной Д Н К может 
происходить лишь при наличии на З'-конце праймера основания, 
комплементарного основанию в мутантной Д Н К . Соответственно ана-
логичное требование предъявляется и для П Ц Р с нормальной Д Н К . 
Таким образом, в присутствии мутантного праймера и нормальной Д Н К 
или мутантной Д Н К и нормального праймера реакция П Ц Р не прохо-
дит. В некоторых случаях, зависящих от нуклеотидного состава му-
тантного кодома, единичная З'-концевая замена не позволяет провести 
строгого аллель-специфического праймирования и в этих случаях возни-
кает необходимость введения дополнительной «ошибки» в участке, 
непосредственно прилегающем к З'-концу праймера. Эта вторая замена 
сама по себе не влияет на П Ц Р , однако резко увеличивает специ-
фичность альтернативного праймирования. Нами были выбраны два 
альтернативных праймера 
5'd (CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGCCG) 
и 5'd (CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGCCA), 
различающихся лишь З'-концевыми нуклеотидами. Оба праймера 
соответствуют позициям 9 960—9 989 нуклеотидной цепи гена AT, 
причем позиция 9 989 в геномной Д Н К различается для нормального 
аллеля и Z-аллеля AT (соответственно С и T для кодирующей цепи 
гена AT). В позиции 9 989 оба праймера имеют одну и ту же «ошиб-
ку» — замену T-^C. 
На рис. 2 представлены результаты определения Z-мутации мето-
дом альтернативного праймирования. В качестве общего праймера, 
определяющего «площадку» П Ц Р в 150 нуклеотидов, использовали 
олигонуклеотид 5'd (GAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAG) (по-
зиция 10 081 —10 110). В качестве контрольной пробы, доказывающей 
целостность фрагмента гена AT, несущего Z-аллель, использовали 
продукт П Ц Р (220 пар нуклеотидов) с теми же праймерами, что и для 
аллель-специфической гибридизации. Высокая специфичность альтер-
нативного праймирования позволяет однозначно трактовать полученные 
данные по выявлению Z-аллеля. Метод очень чувствителен к чистоте 
препаратов геномной Д Н К и олигонуклеотидов и может быть рекомен-
дован для пренаталыюй диагностики при наличии надежных стандар-
тов Д Н К . 
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щественпого сиытеза одной из нитей. Он не требует использования 
внутреннего праймера в качестве затравки и высоких концентраций 
терминаторов в реакции Сэнджера в отличие от секвенирования дву-
нитчатых фрагментов, полученных при симметричном праймировании 
П Ц Р . На рис. 3 представлены данные определения Z-мутации методом 
прямого секвенирования фрагмента гена AT, ограниченного позициями 
9 890—10 109 (праймеры те же, что использовали для П Ц Р при ал-
лель-специфической гибридизации). В качестве затравки в реакции 
Сэнджера применяли праймер 
5'd (TGTCCACGTGAGCCTTGCTCGAGGCCTGGG). 
Среди предложенных способов прямое определение нуклеотидной по-
следовательности, включающей Z-мутацию, является наиболее пред-
почтительным и может быть рекомендовано, в первую очередь, для 
пренатального диагноза без какого-либо семейного анализа или ис-
пользования ДНК-стандартов. Методы альтернативного праймировании 
и аллель-специфической гибридизации следует сочетать между собой 
во избежание возможных неточностей в интерпретации результатов. 
Р е з ю м е 
В роботі порівняно три різних методи ДНК-ДІагностики спадкової недостатності а л ь ф а г 
..антітрипсину (AT), щ о базуються на аналізі Z-мутації у складі V екзону гену AT, 
який ампліфікований у полімеразній ланцюговій реакції . Було показано, що методи 
алель-специфічної гібридизації , альтернативного праймування та прямого секвенуван-
ня виявляють гетеро- та гомозіготних носіїв Z-алелю і можуть, як наслідок, бути ви-
користаними для пренатальної діагностики спадкової недостатності AT. 
S u m m a r y 
Three d i f ferent me thods of DNA d iagnos i s of inherited a l p h a r a n t i t r y p s i n (AT) deficien-
sy were compared . All of these me thods are based on the detection of a Z-muta t ion in 
PCR-ampl i f ied sequence of V-th exon of the AT gene. It w a s demons t ra t ed tha t all the 
m e t h o d s used (allele-specific hybridizat ion, a l t e rna t ive p r iming and direct sequencing) are 
a b l e to detect the Z-al lele in both hetero- and homozygous carr iers and hence m a y be ap-
plied to p rena ta l d iagnos i s of the inherited AT deficiency. 
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Рис. 3. Прямое секвенирование продукта П Ц Р 
Абсолютным методом в диагностике недостаточности AT может 
являться определение нуклеотидной последовательности экзона V гена 
ΛΤ. Метод не зависит от семейного анализа, не требует наличия 
какого-либо стандарта, по достаточно сложен для рутинного анализа. 
Существует несколько способов прямого секвенирования продукта 
П Ц Р , различающихся по соотношению комплементарных нитей в 
амплифицпрованном фрагменте Д Н К . Мы использовали метод, пред-
ложеный в работе [7] и заключающийся в добавлении асимметричных 
молярных концентраций праймеров со сдвигом П Ц Р в сторону преиму-
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М О Л Е К У Л Я Р Н Ы Й Д Е Ф Е К Т В Ы В Е Д Е Н И Я МЕДИ Ч Е Р Е З Ж Е Л Ч Ь 
У Б О Л Ь Н Ы Х Г Е Н А Т О Л Е Н Т И К У Л Я Р Н О Й Д Е Г Е Н Е Р А Ц И Е Й 
Методами иммуноэлектрофореза проведен скрининг сывороток крови гомо- и гетерози-
готных носителей мутации Вильсона. Показано, что наряду с нормальным церулоплаз-
мином (ЦП) в сыворотке носителей вильсоновской мутации присутствует специфиче-
ский для этой мутации ЦП-подобный белок (вильсоновский). Показано что у здоро-
вых людей ЦП-подобный белок, идентичный вильсоновскому ЦП. участвует в выведе-
нии меди из организма через желчь. Обсуждаются механизмы дефекта выведения меди 
через желчь у больных гепатолентикулярной дегенерацией. 
Введение. Гепатолентикулярная дегенерация ( Г Л Д ) , или болезнь Виль-
сона (6В) , представляет собой наследственное аутосомио-рецессивное 
моногенное заболевание, при котором происходит нарушение обмена 
меди, выражающееся в задержке выведения меди из организма и отло-
жении ее в токсических количествах в жизненно важных органах [1]. 
Основными патогномическими признаками 6В являются снижение 
скорости выведения меди через желчь, увеличение содержания ее в 
моче и крови, образование в клетках различных органов электронно-
плотных гранул, содержащих медь. При этом содержание меди в гепа-
тоцитах увеличивается в 30—50 раз до развития клинической картины 
заболевания. 
Главными клиническими признаками Г Л Д являются цирроз печени 
и дегенерация подкорковых ядер мозга, что является следствием ток-
сического действия меди [2]. 
Специфической биохимической манифестацией заболевания являет-
ся наследственный дефицит медьсодержащего гликопротеина сыворот-
ки крови — церулоплазмина ( Ц П ) , что позволило сформулировать 
предположение о локализации молекулярного дефекта 6В в гене Ц П 
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